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本研究では、ゲノム編集ツールの CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeat- CRISPR-associated protein) お よ び TALEN (Transcription 











オオミジンコ (Daphnia magna) は淡水性の微小甲殻類の一種である。世界中の湖沼に
広く分布し、成長が早い (約 1 週間で成体)、多産である (成体は 3 日に 1 回、20～30











図 1-1. ミジンコの生活環 
良好な環境下で、ミジンコは単為生殖により雌が雌を産み続ける形で増殖する 
(parthenogenetic cycle)。しかし、周囲の環境が悪化する (日照不足、餌不足など) と、
選択的に雄を産んで有性生殖を行なう (sexual cycle)。生じた有性生殖卵 (休眠卵) 
は黒く固いさやに覆われており、周囲の環境が好転すると孵化して雌個体が現れ

















め、ミジンコでジェノミクス研究が発展してきた。まず、EST (Expressed Sequence Tags) 
が解析され、ミジンコで発現している cDNA配列のデータベースが整備された [7]。続











































反応するという特徴が指摘されてきた  [6]。そのため、経済協力開発機構  (OECD: 


























ンコで利用可能な遺伝子操作技術は限られていた (表 1-1)。 
 
 機能欠損 (loss of function) 
 
機能欠損を誘導するための技術として、加藤らにより RNA 干渉法がミジンコで確立
された [19]。RNA 干渉法では、標的遺伝子に特異的な配列をもつ短い二本鎖 RNA 





った。つまり、標的遺伝子を DNA レベルで配列を改変して破壊 (ノックアウト) し、
恒常的な機能欠損変異体を樹立する方法は未開発であった (表 1-1)。 
 
 機能獲得 (gain of function) 
 
機能獲得を誘導する技術として、まず加藤らはエレクトロポーレーション法をミジン






た技術が plasmid DNAのゲノムへのランダム挿入法である [22]。ランダム挿入法では、
plasmid DNAを胚に顕微注入すると、ある確率で plasmid DNAがゲノム上のランダムな
位置に挿入される現象を利用して、外来遺伝子をゲノムに組み込む。実際に、加藤らは
ヒストン融合 GFP遺伝子をミジンコゲノムに組み込み、胚発生過程を GFP蛍光で可視






伝子を高効率で狙った遺伝子座に組み込むことはできなかった (表 1-1)。 
 
表 1-1. ミジンコで利用可能な遺伝子操作技術 















ノム配列改変を可能にする技術である [23, 24]。ゲノム編集ツールは、大きく以下の 3
つに分けられる。 
 














ての可能な組み合わせのトリプレット (43 = 64通り) を網羅していないため、標的にで








 TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nuclease) 
 
TALENは Xanthomonas spp.がもつ TALE (Transcription Activator-Like Effector) タンパ
ク質由来の DNA結合ドメインと、FokIヌクレアーゼドメインを融合した人工ヌクレア
ーゼである (図 1-2, [27])。TALEの DNA結合ドメインは高度に保存された 34 アミノ酸
のリピートから成っており、1リピートが 1塩基を特異的に認識する。34アミノ酸のう
ち、12 番目と 13番目のアミノ酸は可変性が高いため RVD (Repeat Variable Diresidue) と
よばれており、RVDの種類によって結合する塩基が変化する (RVD>塩基として、NN>G, 










図 1-2. TALENの模式図 
DNA 結合ドメイン (DBD) は複数のリピートドメインで構成され、1 リピートは




は、DNA 結合ドメインの C 末端側に FokI ヌクレアーゼドメインをもつ。FokI ヌ
クレアーゼは二量体化しなければ切断活性を示さないので、標的 DNA配列の左右
を挟む形で 2つの TALEN タンパク質を設計する必要がある。左右の TALEN 認識
配列の間をスペーサーといい、この中央付近に二本鎖切断が導入される。図は
Naitou, et al., (2015) [30] より改変。 
 




機構として機能している  [31]。このシステムでは、CRISPR RNA (crRNA) と
transactivating crRNA (tracrRNA) がヘテロ二量体を形成し、crRNAに相補的な標的 DNA
に Cas9 ヌクレアーゼを誘導することで、ターゲットの二本鎖切断を達成する。また、
人工的に crRNAと tracrRNAをつないだ single guide RNA (sgRNAまたは単に gRNA) も
Cas9 タンパク質を標的 DNA に誘導する機能を果たすことが報告された (図 1-3, [32])。




Streptococcus pyogenes由来の CRISPR-Cas システムで標的可能な DNA配列は、gRNAに
相補的な 20 bp の 3´末端側に protospacer adjacent motif (PAM: 5´-NGG-3´) とよばれる配
列を必要とする (図 1-3)。さらに、T7プロモーターを用いて gRNAを in vitro合成する
場合、標的 DNAは 5´末端が GGで開始されなければならない。つまり、この場合標的






図 1-3. CRISPR-Cas システムによる標的 DNA二本鎖切断の概要 
guide RNA (gRNA) が相補的な塩基配列 (緑) を利用して、20 bp の標的ゲノム配
列に結合する。標的配列は PAM とよばれる 5´-NGG-3´配列を 3´末端側に必要とす





置いている。切断されたゲノム DNA は、エラー許容性の非相同末端結合  (NHEJ: 
non-homologous end joining) 修復機構または相同組換え (HR: homologous recombination) 
修復機構により結合される (図 1-4)。NHEJ 機構により切断部位が修復されるとき、切
断部位にランダムな in-del (insertion and/or deletion) 変異が導入されることがある。これ
を意図的に引き起こしてフレームシフトを誘導することで、標的遺伝子破壊 (ノックア
ウト) を行なうことができる。一方で、ゲノム切断時に外来遺伝子配列をふくむドナー














































眼の形態形成に必須の eyeless (ey) 遺伝子ホモログを標的とした。本研究では、オオミ
ジンコの ey 遺伝子ホモログを Daphnia magna eyeless: Dma-eyと名付けた。ey 遺伝子は
哺乳類における pax6 遺伝子のオルソログで、これらの遺伝子は非脊椎動物、脊椎動物
を問わず広く保存されている。この遺伝子は眼の形態形成に関わる遺伝子群の発現を制
御する転写因子をコードしており、DNA結合ドメインとして paired box、homeobox と
よばれるふたつのドメインをもつ。ショウジョウバエやマウスなどのモデル生物におい




本章では、Dma-ey 遺伝子 cDNA を一部クローニングして配列を確認したあと、その
領域を標的として RNA 干渉を行なうことで、ミジンコで Dma-ey が複眼の形態形成に
関与することを確認した。次に、in vitroで合成した Cas9 mRNAとDma-ey targeting gRNA
を胚にマイクロインジェクションすることで、Dma-ey 遺伝子のノックアウトを試みた。
RNA 濃度条件を検討した結果、最大で約 8%の効率で Dma-ey ノックアウト系統を作出
することに成功した。作出されたノックアウト個体のゲノム配列を調べたところ、すべ
て両アレルの gRNAターゲット部位に in-del 変異が導入されていた。さらに、gRNAタ












オオミジンコは、国立環境研究所より分与された NIES 系統を使用した。NIES 系統
は、米国環境保護庁 (US EPA) より国立環境研究所に分与され、20 年以上継代されて
いる株である。 
飼育水には Aachener Daphnien Medium (ADaM) を使用した [38]。5 Lの ADaM に 80
匹の幼体 (24時間齢以下) を加え、 1週齢になるまでは餌として 4.8 × 108 cells/dayのク
ロレラ (日海センター) を与えた。 2 週齢以降は毎日産仔される幼体を取り除きつつ
9.6 × 10
8
 cells/dayのクロレラを与えた。飼育温度は 22 – 24℃、明暗条件は明 16時間、
暗 8時間とした。 
 
2-2-2. Dma-ey 遺伝子の部分的な cDNA配列の決定 
 
2週齢以上のミジンコを 1匹スクリューキャップチューブ (TOMY) に入れ、1 mLの
Sepasol RNA I Super G (ナカライテスク) と1.0のジルコニアビーズを加えた。Micro 
Smash MS-100 (TOMY) を用いて、3,000 rpm, 30秒間の振動破砕を 3回繰り返しで行な
った。以下の操作はプロバイダーのマニュアルに従い、total RNA の抽出・精製を行な
った。回収された RNA量は Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) により測定した。 
次に、Super Script III (Invitrogen) を用いて、プロバイダーのマニュアルに従い回収さ
れた total RNA を鋳型に cDNA を合成した。合成された cDNA を鋳型に、Dma-ey 遺伝




5x PrimeSTAR buffer 5 µL 
2.5 mM dNTPs mix 2 µL 
5 µM forward primer 2 µL 
5 µM reverse primer 2 µL 
1.25 U/µL PrimeSTAR GXL polymerase 0.5 µL 
cDNA sample 1 µL 
13 
 
miliQ water to 25 µL  
 
(サーマルサイクラー設定) 
 98 °C 5 min 
x30 cycles 
98 °C 10 sec 
55 °C 30 sec 
68 °C 1 min 
 68 °C 7 min 
 15 °C hold 
 
得られた PCR産物のサイズはアガロースゲル電気泳動により確認した。 
次に、Dma-ey 遺伝子由来の PCR産物を MinElute PCR Purification kit (QIAGEN) を用
いて精製した。精製された PCR 産物は pBlunt II-TOPO ベクター (Invitrogen) にクロー
ニングした。クローンした PCR産物の配列は、Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequncing kit 
(Applied Biosystems) を利用した Sanger Sequencingにより同定した。使用したプライマ
ーの配列は表 2-Bにまとめた。また、すべての PCR反応には PrimeSTAR (TaKaRa Bio) を
用いた。 
 
2-2-3. ZiFiT を用いた gRNA標的配列の選定 
 
2-2-2 で同定した Dma-ey 遺伝子の cDNA 配列をもとに、gRNA 標的配列を ZiFiT 
(http://zifit.partners.org/ZiFiT/ChoiceMenu.aspxの CRISPR/Cas Nucleaseを選択)で選定した 
[39-40]。具体的には、オープンボックスに cDNA配列を入力し、[length of target site] は






Streptococcus pyogenes 由来 Cas9 タンパク質を発現するベクターpCS-Dmavas-Cas9 を
構築するために、Cas9 ORFを MLM3613 プラスミド (Addgene plasmid 42251, [41]) から
PCRにより増幅した。 Dmavas遺伝子 (Accession: AB193324.1) の 5´および 3´ UTRは、
NIES株の cDNAから RT-PCRにより増幅した。In-Fusion cloning kit (TaKaRa Bio) を用
いて、pCS+ベクター上の SP6 プロモーター下流に、上記の PCR 産物を 5´ UTR-Cas9 
ORF-3´ UTRの並びでクローニングした (= pCS-Dmavas-Cas9)。クローンしたプラスミ





ために、DR274 プラスミド (Addgene plasmid 42250, [41]) を BsaI制限酵素で切断した。
切断された DNAフラグメントは、Antarctic Phosphatase (New England Biolab) を用いて
脱リン酸化した後、MinElute PCR purification kit (QIAGEN) によりカラム精製した。サ
ーマルサイクラーを用いて、以下の設定で 5´-位にリン酸基を付与して合成された
Dma-ey targeting oligo DNA をアニーリングした。 
 
(サーマルサイクラー設定) 
 98 °C 4 min 
 98 °C 1 min 
*Slope 30 °C 60 min 
 4 °C 15 min 
 4 °C hold 
*Slope: 60分かけて 98 °Cから 30 °Cに温度を変化させた。 
 
上述の BsaI-digested DR274 フラグメントを Dma-ey targeting dsDNA と混合し、TaKaRa 
ligation mix (TaKaRa Bio) を用いて、サーマルサイクラー上で 16 °C、30分インキュベー
トしライゲーション反応を行なった  (= pDR274-Dma-ey)。ライゲーション溶液を
XL10-Gold E. coli コンピテントセルに形質転換し、pDR274-Dma-ey を抽出・精製した。 
Dma-ey targeting oligo DNA の配列および使用したプライマーの配列は表 2-A, Bにまと
めた。また、すべての PCR反応には PrimeSTAR (TaKaRa Bio) を用いた。 
 
2-2-5. in vitro での RNA合成 
 
Dma-ey ノックダウン実験に使用した small interfering RNA (siRNA) は、Block-iT RNAi 
Designer (https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/) により設計した。さらに、それ
ぞれの siRNA の 3´末端には dTdT というジヌクレオチドを付与した。使用した siRNA
の配列は表 2-Aにまとめた。 
次に、Cas9 mRNAを合成するために、鋳型となる DNA断片を、T7プロモーターを
付与したプライマーを用いて pCS-Dmavas-Cas9 プラスミドから PCR 増幅した。得られ
た PCR 産物をフェノール-クロロホルム抽出後、エタノール沈殿法でペレット化し、
UltraPure DNase RNase free water (Life Technologies) に溶解させた。精製された PCR産物
を鋳型に、mMessage mMachine T7 kit (Life Technologies) を用いて capped RNAを合成し




を、mini Quick Spin RNA column (Roche diagnostics) によりカラム精製後、2回のフェノ
ール抽出、2回のクロロホルム抽出、2回のエタノール沈殿を行なった。RNAペレット
は適量の UltraPure DNase RNase free water (Life Technologies) に溶解した。 
次に、gRNA を合成するために、pDR274-Dma-ey プラスミドを DraI 制限酵素で処理
し、酵素不活化のためにフェノール-クロロホルム抽出を行なった。DraI で切断された
DNA断片を鋳型として、mMessage mMachine T7 kit (Life Technologies) を用いて gRNA
を合成した。Cas9 mRNA と同様に、mini Quick Spin RNA column (Roche diagnostics) で
のカラム精製、2 回のフェノール抽出、2 回のクロロホルム抽出、2 回のエタノール沈
殿を行なうことで、合成された gRNA を精製した。RNA ペレットは適量の UltraPure 




Kato Y, et al., 2011 で確立されたプロトコールにしたがい、in vitroで合成された RNA
をミジンコ胚に顕微注入した [19]。産卵後 1 時間以内の初期胚をミジンコ成体から回
収したのち、胚発生を遅らせるために氷冷したM4-Sucrose 培養液 (Sucrose 80 mM) に
初期胚を移した。合成 RNA 溶液はガラス針に充填し、窒素ガス圧で溶液を送り込むこ
とで初期胚に注入した。注入量は約 0.2 nLとした。 
 
2-2-7. 標的遺伝子座の PCR増幅 
 
Cas9 により in-del 変異が標的遺伝子座に導入されたか確認するために、複眼が奇形の
ミジンコからゲノム DNA を抽出し、gRNA 標的部位周辺の DNA 配列を PCR により増
幅した。複眼が奇形のミジンコを 1 匹スクリューキャップチューブ (TOMY) に入れ、
液体窒素で瞬間凍結後、1 µLの salmon sperm DNA (10 mg/mL)、90 µLの 50 mM NaOH
と1.0のジルコニアビーズを加えた。Micro Smash MS-100 (TOMY) を用いて、3,000 rpm, 
30 秒間の振動破砕を 3回繰り返しで行なった。破砕液を 95℃で 10 分間インキュベート
したのち、10 µL の 1 M Tris-HCl (pH. 7.5) を加えて中和した (= 粗 DNA抽出液)。標的
部位の DNA断片を得るために、この粗 DNA抽出液を 12,000 rpmで 5分間遠心したの
ち、上澄みを鋳型 DNAとして以下のように PCRを行なった。 
 
(反応溶液) 
10x KOD plus buffer 1.25 µL 
2 mM dNTPs mix 1.25 µL 
25 mM MgSO4 0.5µL 
5 µM forward primer 1 µL 
16 
 
5 µM reverse primer 1 µL 
1 U/µL KOD plus polymerase 0.5 µL 
crude genome DNA sample 1 µL 
miliQ water to 12.5 µL  
 
(サーマルサイクラー条件) 
 94 °C 2 min 
x35 cycles 
94 °C 15 sec 
55 °C 30 sec 
68 °C 1 min 
 68 °C 7 min 
 15 °C hold 
 
PCR産物のサイズをアガロースゲル電気泳動で調べたのち、MinElute PCR purification 
kit (QIAGEN) によりカラム精製した。精製された PCR産物は pBlunt II-TOPOベクター 
(Invitrogen) にクローニングした。クローンした PCR産物の配列は、Big Dye Terminator 
v3.1 Cycle Sequncing kit (Applied Biosystems) を利用した Sanger Sequencingにより同定し
た。使用したプライマーの配列は表 2-Bにまとめた。また、すべての PCR反応には KOD 




表 2-A,B. 第 2章で使用したオリゴ DNA、RNAの配列 
A.  
   
Name 





























Primer name Sequence (5'-3') Purpose 
Dmavas-5UTR-fwd GAGACAAAACGTTTCACAATTG 
























fragment for in vitro 
transcription 
Dma-ey_homeo_fwd GTGACGATGTGATGTCGGA 
RT-PCR and Genotyping 
























で保存されていることが知られている ey、twin of eyeless (toy) 遺伝子がそれぞれ確認さ
れた [42]。ミジンコゲノムデータベースより、Dma-ey 遺伝子は 13 のエクソンから成る
と予想された (図 2-1)。homeobox ドメインを包括するプライマーセットを用いて
RT-PCR を実施し、得られた PCR 産物の配列を確認したところ、Dma-ey 遺伝子が当研




球形をしているのに対し、100 µM の siRNAをインジェクションされたミジンコの複眼
は体内側 (神経側) に位置し、さらに球形を構築できていなかった (図 2-3右)。本研究
では、上述の表現型を deformed eye と呼称する。以上の結果から、Dma-ey 遺伝子は複
眼の形態形成に関わることが示唆された。さらに、deformed eye の表現型は見た目に明





図 2-1. Dma-ey 遺伝子のエクソン/イントロン構造 
Dma-ey 遺伝子は 13のエクソン (矩形) から構成されると予想された。Dma-EY タ










図 2-2. Dma-ey 遺伝子に対する RT-PCR産物の電気泳動結果 
M: 100 bp DNAラダーマーカー (TOYOBO), G: ゲノム PCR産物 (陽性対照)、RT+: 
逆転写合成した cDNAから増幅されたRT-PCR産物, RT-: 逆転写反応を行なわない





図 2-3. Dma-ey 遺伝子ノックアウト、ノックダウンの表現型 
左、中央、右の順に野生型、CRISPR-Cas によるノックアウト個体、siRNAによる
ノックダウン個体の頭部側面の写真が示してある。中央のノックアウト個体は図
2-4 における”mutant #5 (m5)”である。 
 
2-3-2. CRISPR-Cas による Dma-ey遺伝子破壊 
 
CRISPR-Cas がミジンコでもノックアウトに利用できるか調べるために、Dma-ey 遺伝
子の homeobox ドメインを標的とした。先行研究で、homeobox ドメインを含む C 末端
領域を欠損した ey 遺伝子をホモで保持するショウジョウバエが、複眼を完全に欠損す
ることが知られている [43]。同様の変異を Dma-ey 遺伝子に導入することで、ミジンコ
でも当該遺伝子の機能を欠損させることができると考えられた。homeobox 領域を標的
とするために、exon 8のセンス鎖に gRNA-1、exon 10 のアンチセンス鎖に gRNA-2を設
計した (図 2-1)。先行研究で、複数の gRNAの共注入により変位導入効率が上昇するこ
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とが示唆されていたため、設計した二つの gRNAを Cas9 mRNAとともにミジンコ胚に
共注入した。このとき、Cas9 タンパク質を生殖細胞で高発現させるために、Cas9 mRNA
には Daphnia magna vasa (Dma-vas) 遺伝子の 5´, 3´-非翻訳領域 (UTR: untranslated 
region) を付与しておいた [44]。注入する RNA の濃度条件について、Cas9 mRNA は 3
パターン (500; 1,000; 2,000 ng/µL)、gRNA mix は 2パターン (50; 150 ng/µL each) の合計
6 パターンを検討した (表 2-1)。各条件での顕微注入実験を行なったところ、インジェ
クションされた胚から 61-78%の幼体が生存した。さらに、生存した幼体の 18-47%が
deformed eye 表現型を示した。これは、CRISPR-Cas がミジンコの少なくとも体細胞で
機能し、Dma-ey遺伝子をノックアウトしたことを示唆している。 
生殖細胞において CRISPR-Cas が機能したか調べるために、インジェクションされた
個体 (G0: Generation 0とよぶ)の成熟後、それぞれのG0から産まれるG1仔虫にdeformed 
eye の表現型を示すもの (ノックアウト G1) がいるか調べた。さらに、ノックアウト系
統の樹立効率を計算するために、全 G0 のうちノックアウト G1を産仔する G0 (ファウ
ンダーG0) の個体数を数えた。結果として、[Cas9 mRNA, gRNA mix] = [2,000 ng/µL, 50 
each ng/µL] の条件を除いて、ファウンダーG0 は 2.6-8.2%の効率で得ることができた 
(表 2-1)。マイクロインジェクション技術には個人差があるため、ファウンダーG0 の樹
立効率を計算する際、母数はインジェクションした胚の数ではなく生存した成体の数と




く一致している。しかしながら、残りの 1系統は生存可能で、deformed eye 表現型も世
代を超えて観察された。変異体間の生存可能性における違いは、詳細を後述する (考察)。
さらに、ノックアウト G1 のゲノムにどのような in-del 変異が導入されたか調べるため
に、14 系統中、生存可能な 1 系統を含んで合計 5 系統のノックアウト G1 からゲノム
DNA を抽出し、gRNA 標的部位の配列を調べた (表 2-1)。その結果、ノックアウト G1
の Dma-ey 遺伝子座において、両アレルの gRNA 標的部位に in-del 変異が導入されたこ







図 2-4. Dma-ey ノックアウト個体のゲノムに導入された in-del 変異 
gRNA で標的とした homeobox 領域 (オレンジ) を含む、部分的な Dma-ey 遺伝子
座のエクソン/イントロン構造を上部に示した。DNA配列のアライメントにおいて、





を、丸括弧中の数字で省略された塩基の長さ (bp) をそれぞれ示した。 
 
 
表 2-1. 様々な RNA濃度条件下での変位導入効率 
RNA concentrations (ng/μL) Embryos Juveniles   Adults   
gRNA 
mix 






50 each 500 77 
59 / 77  
(77%) 
28 / 59  
(47%) 
49 / 77  
(64%) 
*4 / 49  
(8.2%) 
  1,000 121 
90 / 121  
(74%) 
16 / 90  
(18%) 
81 / 121  
(67%) 
5 / 81  
(6.2%) 
  2,000 113 
75 / 113  
(66%) 
29 / 75 
(39%) 
61 / 113  
(54%) 




150 each 500 98 
70 / 98  
(71%) 
19 / 70 
(27%) 
60 / 98  
(61%) 
2 / 60  
(3.3%) 
  1,000 86 
67 / 86  
(78%) 
20 / 67  
(30%) 
60 / 86  
(70%) 
*2 / 60  
(3.3%) 
  2,000 64 
39 / 64  
(61%) 
8 / 39  
(21%) 
38 / 64  
(59%) 
*1 / 38  
(2.6%) 
*Dma-ey 変異体のうち、ジェノタイピングに使用されたもの。図 2-4中で、m1 と
m2 は [gRNA mix, Cas9 mRNA] = [50 each, 500] の 4系統から 2 つを選んだ。m3 と
m4 は [gRNA mix, Cas9 mRNA] = [150 each, 1,000] の 2 系統を、m5 は [gRNA mix, 
Cas9 mRNA] = [150 each, 2,000] の 1 系統を選んだ。 
 
2-3-3. ノックアウト個体における off-target 変異 
 
CRISPR-Cas システムにおいて、ターゲットの特異性は gRNAがもつ 20 bp の標的に
相補な配列に依存している。そのため、ゲノム上にターゲットによく似た配列 (off 
target) が存在する場合、ターゲットだけでなく類似配列も標的となり、in-del 変異が導
入される可能性がある [45-46]。そこで、本項では樹立された Dma-ey ノックアウト G1
個体に off-target 変異が導入されたかを調べた。 
先行研究から、off-targetになりうる配列の条件が以下のように提案されている。 
(1) 本来の標的 (on-target) とのミスマッチが 5 bp以下である 
(2) 3´末端に PAM (NGG) 配列が存在する 
そこで、ミジンコゲノムデータベースを用いて、BLASTn 検索により off-target 配列を
探索した。結果として、gRNA-1は 4つの off-target 候補が見つかり、gRNA-2について
は以上の条件を満たす off-target 候補は見つからなかった (表 2-2)。前項 (2-3-2) で樹立
されたノックアウト G1個体が上記 4つの off-target候補部位に in-del変異をもつか調べ
るために、ジェノタイピングした 5系統のゲノム DNAについて、各 off-target 周辺をゲ












表 2-2. gRNA-1 の off-target 候補配列 
  on-/off-target sites (5´-3´) Locations Annotations Mismatches 
on target GGTGTTGTTGTCGTCGGCGTggg exon eyeless - 
off target 
GGTGTTGGTGTCGTCGGCGTcgg  exon 
protocadherin fat 2 
precursor 
1 bp 
GTTGGTGTTGTCGTCGGCATcgg   exon cytochrome c oxidase 3 bp 
ATTGGTGTTGTCGTCGGCATcgg  exon cytochrome c oxidase 4 bp 
TGCGCCGTTGACGTCGGCGTtgg  intergenic - 5 bp 
表中左側から、on-/off-target のゲノム配列 (大文字) と PAM 配列 (小文字)、ゲノ






て選定し、in vitro で合成した Cas9 mRNAと Dma-ey targeting gRNA をミジンコ胚に共注
入することで、Dma-ey遺伝子への in-del 変異の導入を試みた。様々な RNA濃度条件を

















本章の実験で、Cas9 mRNAと gRNA-1, -2 mix の濃度条件は合計で 6パターンが試験
され、そのうち [Cas9 mRNA, gRNA mix] = [2,000 ng/µL, 50 ng/µL each] の条件でのみフ
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ァウンダーG0 が得られなかった。細胞内に gRNAと結合していないフリーの Cas9タン
パク質が過剰に存在した場合、Cas9 タンパク質が凝集して機能しなくなると仮定する
と、この実験結果は説明がつく。この解釈は、gRNA の濃度を大きくした場合 ([Cas9 
mRNA, gRNA mix] = [2,000 ng/µL, 150 ng/µL each]) にファウンダーG0が得られた実験
結果と矛盾しない。本章の実験データから上記仮説の真偽を明確にはできないが、Cas9, 
gRNAのモル比は CRISPR-Cas システムの活性に大きな影響を与えると考えられる。 
本研究で樹立された 14系統の Dma-ey ノックアウトのうち、1 系統のみが生存可能で
あった。ショウジョウバエやマウスの先行研究で明らかな通り、Dma-ey のホモログ ey
または mammalian pax6のホモ変異体は致死の表現型を示すため、13系統の致死的な表
現型は Dma-ey 遺伝子の完全な機能欠損によるものだと考えられる [36, 43]。生存可能
な系統は、片方のアレルに 1 bp欠損 (フレームシフト変異)、もう一方のアレルに 877 bp
の欠損を保有していた。しかしながら、877 bp の欠損は Dma-EYタンパク質の homeobox
ドメイン全体を欠落させているものの、それ以降の C 末端領域に関しては本来の読み
枠を保ったままであった。ヒトやゼブラフィッシュ由来の PAX6 タンパク質を用いた研
究で、PAX6 は homeobox ドメインよりも C 末端側に重要な機能ドメイン (PST ドメイ
ン) をもち、そこがリン酸化を受けることで PAX6 の転写能力を活性化されることが報
告されている [47-49]。したがって、ミジンコでも同様の PSTドメインが保存されてお
り、生存可能な変異体においては 877 bp 欠損アレルがコードしている Dma-EY タンパ






における標的遺伝子組換え (gene targeting) を促進することが示唆されている [51]。先
行研究において、CRISPRコンポーネントとともに外来遺伝子を plasmid DNAや single 
strand oligo DNA (ssODN) の形で細胞に共導入することで、標的遺伝子座へのノックイ
ンに成功した例が報告されている [52-54]。ミジンコでも同様のアプローチをとること













第 2 章で、CRISPR-Cas を利用した標的遺伝子破壊技術をミジンコで確立した。これ










がある。(1) 低効率 (1%以下) なため顕微注入実験に多大な労力を要する、(2) ゲノム
挿入時に目的の遺伝子が欠損する可能性がある、(3) 挿入遺伝子座を選択できない。 
これらの問題に対処するため、相同組換え法 (HR: homologous recombination) に着目
した。この方法では、plasmid DNAに目的の遺伝子だけでなく、標的遺伝子座に相同な
DNA 配列 (相同領域またはホモロジーアーム) を乗せておくことで、ゲノム DNA と
plasmid DNA間で組換えが起こり、目的の遺伝子をゲノムに正確に挿入できる [55-57]。
さらに、最近では plasmid DNAを供給すると同時に標的特異的ヌクレアーゼを細胞内で
発現させ、組換え時にゲノム DNA を切断することで、高効率な HR を達成できること
が知られている (図 3-1, [53, 58-65])。そこで本章では、同様のアプローチをミジンコに
応用することで、高効率な外来遺伝子導入法の確立を目指した。 
近年、HR によるノックイン効率をさらに向上する手法が提案されている。標的特異
的ヌクレアーゼで切断されたゲノム DNAの末端は、主に非相同末端結合 (NHEJ) また
は相同組換え (HR) による修復で結合される。そこで、NHEJ 修復において機能する
ligase 4 (lig4) や Ku70 などの遺伝子を破壊または発現抑制することで、HR効率を向上
させた研究例が様々な生物種で報告されている [58, 66-69]。 
本章では、ゲノム編集ツールとして TALENに着目した。第 2 章ではミジンコの内在
性遺伝子破壊に CRISPR-Cas を利用したが、ミジンコでは TALEN を用いた方が同じタ
ーゲット遺伝子を高効率でノックアウトできることが最近の我々の研究で明らかとな
った [70, 71]。標的ゲノム配列の切断活性が高い方が高効率で HRを引き起こせると考
えられたため、本章では TALEN を利用した HR ノックイン技術の確立を目指した。さ




本章では、TALEN を利用した HR をミジンコ胚で引き起こすことで、ミジンコゲノ
ムに部位特異的に外来 DNA 配列を導入することを目指した (以下、TALEN による HR
ノックインとよぶ)。67 bp の外来 DNA配列をもつドナーDNAと TALEN mRNAを胚に
共注入することで、約 2%の効率で HRノックインを達成することができた。このとき、
plasmid DNA、および single strand oligo DNA (ssODN) をそれぞれドナーDNAとして利
用したが、どちらを使用しても HRノックインを引き起こすことができた。また、TALEN
による HR ノックインのさらなる高効率化を目指し、Dma-lig4 ホモ変異体を作出した。
しかしながら、Dma-lig4 ホモ変異体に HR ノックインを応用しても、HR効率の上昇は







図 3-1. 標的特異的ヌクレアーゼを利用した HRノックインの概要 
ゲノム上のターゲットに、標的特異的ヌクレアーゼにより二本鎖切断 (DSB) を導
入する。細胞は迅速に切断されたゲノム DNAを修復する必要があり、そのとき相









野生型として使用したオオミジンコは第 2章と同様に NIES系統である。deformed eye
表現型を示す Dma-ey 変異体として利用した eyΔ877/Δ1系統は、第 2 章の CRISPR-Cas によ
るノックアウト実験により作出されたものである (図 2-E, “m5”)。また、Dma-lig4 遺伝
子欠損の eyΔ877/Δ1変異体は、本章でCRISPR-Casによるノックアウト実験で樹立された。
野生型、eyΔ877/Δ1変異体、および Dma-lig4 遺伝子欠損の eyΔ877/Δ1変異体すべて第 2 章と
同様の条件で飼育した。 
 
3-2-2. Dma-lig4遺伝子の部分的な cDNA配列の決定 
 
使用したプライマーを除き、第2章と同様の手法でDma-lig4遺伝子の部分的な cDNA、






TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 (https://tale-nt.cac.cornell.edu/) を利用して、TALEN
の標的部位を選択した [71]。このとき、パラメーターは以下のように設定した。 
1) Spacer length: 15 から 20 ヌクレオチド 
2) Repeat Array length: 15 から 20アレイ 
3) G substitute: NN 
4) Streubel et al., guidelines: On [72] 
5) Upstream base: T only 
最終的に選んだ TALENの標的配列は、(left) 5´-CCGGCGAGAATTCTCGGTCG-3´, (right) 
5´-CGTCCGAAGGTGTTGTTGT -3´である。これらの TALENのスペーサー部分の長さは
野生型ゲノムで 18 bp、eyΔ877/Δ1変異体ゲノムで 17 bp である。 
TALENタンパク質の DNA結合ドメインを作製するため、ゴールデンゲート法を利用
して RVD リピートを任意の順序で結合させた [73]。組み立てられた RVD リピート全
体は GoldyTALEN pT3TS ベクター (Addgene plasmid 38142, [63]) にクローンされ、
pT3TS-ey-KI-TALEN-left および pT3TS-ey-KI-TALEN-right ベクターが構築された。ヘテ
ロ 二 量 体 型 の TALEN を 利 用 す る た め 、 pT3TS-ey-KI-TALEN-left お よ び
pT3TS-ey-KI-TALEN-right ベクターを XbaI と BsaBI 制限酵素 (ともに New England 
Biolabs) により切断した。RVD リピートを含む方の XbaI/BsaBI 切断断片は、我々が以
前 の 研 究 で 作 製 し た pCS-Dmavas-dsr-TALEN-left-ELD 、
pCS-Dmavas-dsr-TALEN-right-KKR ベクターの XbaI/BsaBI 切断部位にクローンされた 







Cas9 発現ベクター pCS-Dmavas-Cas9 は第 2章で構築したものを使用した。 
Dma-lig4遺伝子を標的とする gRNAの発現ベクターpDR274-Dma-lig4を構築するため
に、第 2 章と同様の手法で gRNA 標的配列を決定し、Dma-lig4 targeting oligo DNA を
pDR274 ベクターにクローニングした。Dma-lig4 targeting oligo DNA の配列および使用
したプライマーの配列は表 3-A, Bにまとめた。 
 
3-2-4. in vitro での RNA合成 
 
TALEN mRNA を合成するために、TALEN 発現ベクターを Acc65I制限酵素で切断し
たのち、QIAquick PCR purification kit (QIAGEN) で精製した。精製された断片を鋳型
DNAとして、mMessage mMachine T7 kit (Life Technologies) を用いて capped RNAを合
成した。さらに、PolyA tailing kit (Life Technologies) を用いて capped RNAに polyA鎖を
付与した。それぞれの実験操作はプロバイダーのマニュアルに従った。合成された
mRNAを、mini Quick Spin RNA column (Roche diagnostics) によりカラム精製後、2回の
フェノール抽出、2回のクロロホルム抽出、2回のエタノール沈殿を行なった。RNAペ
レットは適量の UltraPure DNase RNase free water (Life Technologies) に溶解させた。 





ドナーDNA として ssODN と targeting plasmid の二種類を使用した。すべてのドナー
DNAは、インサートとして 5´- C - (attP 60 nt) - GGATCC -3´という合計 67 塩基の外来
DNA配列を含むように設計した (*GGATCC は BamHI制限酵素の認識配列)。 
ユーロフィンジェノミクス社に外注することで、ssODN はホモロジーアーム長の異
なる二種類を合成した。上記 67 ntのインサートを中心として、標的ゲノム配列と相同
な DNA配列を 5´, 3´末端側にそれぞれ 20 ntずつ (合計 107 mer)、または 40 nt ずつ含む 
(合計 147 mer) ssODN を得た。 
上記 67 bp のインサートを含む targeting plasmid は、以下のように構築した。まず、
TALEN標的配列を中心とした 1.5 kb のゲノム配列を、PrimeSTAR (TaKaRa Bio) を利用
した PCR により野生型ミジンコのゲノム DNA から増幅した。PCR 産物のサイズをア
ガロースゲル電気泳動で調べたのち、MinElute PCR purification kit (QIAGEN) によりカ
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ラム精製した。精製された PCR産物は in-Fusion kit (Clontech) により pBlunt II-TOPOベ
クター (Invitrogen) にクローニングし、pCR-BluntII-TOPO-Dma-ey1.5kb を得た。次に、
60 bp のコア attP配列は pTA-attP プラスミド (Addgene plasmid 18939, [25]) を鋳型とし
て、KOD plus (TOYOBO) を利用した PCRにより増幅された。このとき、プライマーの
配列を工夫して attP 配列の 3´末端に BamHI 認識配列 (GGATCC) が付与されるように
PCRを行なった。最後に、attP-BamHIの DNA断片は、in-Fusion kit (Clontech) を用いて
pCR-BluntII-TOPO-Dma-ey1.5kb の TALEN 標 的 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、









HR ノックインによる Dma-ey 遺伝子座への attP 配列の挿入がミジンコの生殖細胞で
起こったか調べるために、まず実体顕微鏡下で G1 仔虫の複眼の形態を観察した。続い
て、正常な複眼をもつ G1 仔虫から前章 2-2-6 と同様の手法でゲノム DNA を抽出し、
TaKaRa ExTaq HS (TaKaRa Bio) を利用して TALEN標的部位周辺を PCR増幅した。PCR
産物のサイズをアガロースゲル電気泳動で調べたのち、MinElute PCR purification kit 
(QIAGEN) によりカラム精製した。精製された PCR 産物の DNA 配列は、Big Dye 
Terminator v3.1 Cycle Sequncing kit (Applied Biosystems) を利用した Sanger Sequencingに
より同定した。使用したプライマーの配列は表 3-Bにまとめた。 
Dma-lig4 遺伝子ノックアウト系統を得るために、Cas9 mRNA と Dma-lig4 targeting 
gRNAを eyΔ877/Δ1系統のミジンコ胚に共注入し、成長した G0が産仔した G1 仔虫のジェ
ノタイピングを行なった。Dma-lig4ノックアウト個体は見た目に明らかな表現型を示さ
ないと考えられたので、ランダムに 18系統の G1 仔虫を選択し、前章 2-2-6と同様の手
法でゲノム DNA を抽出した。これらのゲノム DNA を鋳型として、TaKaRa ExTaq HS 
(TaKaRa Bio) により gRNA標的部位周辺を PCR増幅した。ポリアクリルアミドゲル電
気泳動 (Native-PAGE) で PCR 産物のサイズを確認した。両アレルに in-del 変異をもつ
と考えられた系統について、PCR産物を MinElute PCR purification kit (QIAGEN) により
カラム精製した。精製された PCR産物の DNA配列は、Big Dye Terminator v3.1 Cycle 
Sequncing kit (Applied Biosystems) を利用した Sanger Sequencingにより同定した。使用
したプライマーの配列は表 3-Bにまとめた。 
NHEJ活性をDma-lig4野生型と変異体間で比較するために、TALEN mRNAと targeting 
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plasmid をミジンコ胚 (オリジナルの eyΔ877/Δ1系統または Dma-lig4 欠損の eyΔ877/Δ1系統) 
に共注入し、成長した G0 が産仔した G1 仔虫のジェノタイピングを行なった。ホスト
のミジンコはどちらも元々deformed eye 表現型を示すため、どの G1 仔虫のゲノムに
in-del 変異が入ったかは表現型からは判別不能である。そこで、ランダムに 24 系統の






表 3-A,B. 第 3章で使用したオリゴ DNAの配列 
A.  
   
Name 





















Name Sequence (5'-3') Purpose 
Dma-ey_homeo_fwd3 CTCTAACGCAGCAGACAACAG 










Dma-ey_homeo_fwd GTGACGATGTGATGTCGGA Genotyping and Sequencing on 
Dma-ey locus Dma-ey_homeo_rev4 GAGGCTCTCGATCTGTTCG 
Dma-lig4-RT-fwd GAAATTGCCTGCATTGGAAC 










Template synthesis for Cas9 
mRNA transcription 
Dmavas-3UTR-rev AACAAAATGAATTCGTTCTGTATTC 






3-3-1. TALENによる HRノックイン実験系 
 
ミジンコで TALEN による HR ノックインが引き起こせるかどうか効率的に調べるた
めに、容易に選別可能な表現型を示す遺伝子を選択する必要があった。第 2章の研究で
で、Dma-ey 遺伝子の両アレルに in-del 変異をもつ個体は複眼の形態形成に異常をきた
し、奇形の複眼 (deformed eye) という見た目に明らかな表現型を示すことがわかった 
(図 3-2)。そこで、図 3-3に示すように、TALENによるHRノックインを利用した deformed 
eye 表現型のレスキュー実験を設計した。この実験系では、Dma-ey 遺伝子座に導入され
た変異を回復させるような外来 DNA 配列を含むドナーDNA と、TALEN mRNA を
Dma-ey変異体の胚に共注入する必要がある。もし TALENによる HRノックインが成功
したなら、HR個体は正常な複眼 (normal eye) をもつため HRノックインの成否を簡便
に判別できると考えられた。 
上記の実験系を実現するために、第 2章で得られた生存可能な Dma-ey変異体 (図 2-4, 
“m5”) に着目した。この変異体は Dma-ey 遺伝子座の片方のアレルに 877 bp の欠失 
(Δ877アレル) を、もう一方のアレルに 1 bp の欠失 (Δ1 アレル) を保持しているため、
ey
Δ877/Δ1系統と名付けた (図 3-4)。Δ1アレルは 1 bp 欠損によりフレームシフト変異を引
き起こしているため、HR ノックインで読み枠を正常通りに戻すことができれば、
ey
Δ877/Δ1系統の deformed eye 表現型が回復すると考えられた (図 3-5)。そこで本章では、
外来 DNA配列として phiC31インテグラーゼの認識配列である attPを含む合計 67 bpを
Δ1アレルに導入することを試みた (図 3-4, [74])。この 67 bpインサートは、5´-3´方向に 
(1) 本来 Δ1アレルに存在していたシトシン (C)、(2) 60 bpの attP 配列、(3) 6 bp の BamHI
制限酵素サイトの三つから成る。このインサートが期待通り Δ1 アレルに挿入された場
合、Dma-EYのペプチド配列上、二つの DNA結合ドメイン間にあるリンカー領域に 22








図 3-2. eyΔ877/Δ1系統の deformed eye 表現型 
(左) 正常な複眼 (ce: compound eye) をもつ野生型、(右) 奇形の複眼 (defoermed 





図 3-3. 表現型回復を利用した HRノックイン個体の選別 
ey
Δ877/Δ1系統の卵に TALEN mRNAとドナーDNAを共注入することで、外来 DNA
配列を HRノックインによりゲノムに導入することを目指した。eyΔ877/Δ1系統由来
の G0親個体は deformed eye 表現型を示すが、生殖細胞で HRノックインが起こる






図 3-4. Dma-ey 遺伝子の概略図と TALEN標的部位 
図上部に Dma-ey 遺伝子座の模式図を示した。Dma-ey 遺伝子の重要なドメイン 
(paired box, homeobox) をそれぞれ緑、オレンジでハイライトした。TALEN でター
ゲットした場所は、それらのドメイン間にあるリンカー領域である。図下部に、
ey
Δ877/Δ1系統の遺伝子型を示した。eyΔ877/Δ1系統は Dma-ey 遺伝子の各アレルに 877 
bp、1 bpの欠損をそれぞれもつ。Δ877アレルでは TALEN right の認識配列が欠損
しているため、設計した TALEN ペアは Δ1アレルのみをターゲットとして認識す






図 3-5. 野生型、eyΔ877/Δ1系統、HR個体の DNA、アミノ酸配列比較 
TALEN 標的部位周辺の Dma-ey ゲノム配列 (上側の配列) と、それがコードして






トされている。さらに、外来 DNA 配列中の attP は太字で、BamHI 認識サイトは







[73]。Δ877 アレル上では TALEN right の結合配列が欠損していることから、設計した
TALENタンパク質は Δ1アレルのみに二本鎖切断を導入すると考えられた (図 3-4)。構
築した TALEN タンパク質の Dma-ey 遺伝子座への変異導入活性を評価するために、in 
vitroで合成した TALEN mRNA を野生型ミジンコの胚に顕微注入した。TALEN left, right
それぞれ 125, 250, 500 ng/μL の三つの濃度条件を試したところ、G0 ミジンコにおける
deformed eye 表現型がそれぞれ 28, 22, 42%の効率で観察された (表 3-1)。そのため、本
項で新規に構築した TALENペアは標的に対する変異導入活性をもち、三つの濃度条件
中では 500 ng/μL each で最大の効率を示すことが示唆された。 
 
















125 116 86 74 24/86 28 
250 95 76 80 17/76 22 
500 78 62 79 26/62 42 
*「phenotypic changes」の効率は、インジェクション後に生存した G0 個体中、





で plasmid DNA および ssODN がドナーDNA として機能することが示されていた [75] 
ので、本章では一種類の plasmid DNA (targeting plasmid)、および二種類の ssODNをドナ
ーDNAとして用意した。targeting plasmid は標的遺伝子座に対して合計 1.5 kb の相同領
域をもち、ssODNは相同領域の長さが合計 40 nt, 80 ntのものをそれぞれ構築した。こ
れらのドナーDNAは相同領域の中央に合計 67 bpの外来 DNA配列を共通して保有して








短い方の ssODN (107 mer) を野生型の卵に顕微注入して生存率を評価した。30, 100, 300 
ng/μLの三つの濃度条件を試したところ、G0 ミジンコにおける生存率はそれぞれ 74, 45, 
0%であった (表 3-2)。以上から、TALENによる HRノックイン実験において、targeting 
plasmid の注入濃度は 50 ng/μL、ssODNの注入濃度は 100 ng/μLに決定した。 
 











30 42 31 74 
100 44 20 45 
300 45 0 0 
 
3-3-4. TALEN mRNA と targeting plasmid の共注入 
 
targeting plasmid をドナーDNA として、ミジンコでも TALEN による HR ノックイン
が引き起こせるか確かめるために、TALEN mRNA と targeting plasmid を eyΔ877/Δ1系統の
胚に共注入した。結果として、135個の胚にインジェクション成功し、そのうち 101 個
体が成体 (G0) となった (生存率 75%, 表 3-3)。ミジンコは良好な環境下では単為生殖
を行なうため、交配させることなく各 G0 個体は G1 仔虫を産仔した。各 G0 個体から
得られた G1 仔虫をそれぞれ実体顕微鏡下で観察し、normal eye の表現型を示す G1 仔
虫がいるか確認したところ、101 匹中 8 匹の G0 が normal eye をもつ G1 復帰変異体を
産仔した (表 3-3, 図 3-6, “HR revertant”)。復帰変異体の Δ1アレルに attPが挿入された
か確認するために、8 つの G1 復帰変異体それぞれからゲノム DNA を抽出し、TALEN
標的部位周辺を PCR増幅した。図 3-7に示す通り、attPが挿入された場合 240 bpの PCR
産物が、何も改変されていなければ 173 bpの PCR産物が得られると想定された。結果
として、8 系統の復帰変異体中、2 系統から 240 bp の PCR 産物が得られた (図 3-7, 
“attP-knocked-in 1, 2”)。さらに、DNAシーケンシングにより、これら 2系統のゲノムに
は期待通りにシングルコピーの 67 bpインサートが挿入されていたことが示された (図
3-5, “HR”)。したがって、targeting plasmid をドナーDNAとして、ミジンコでも TALEN
による HRノックインを引き起こすことができた。一方で、他の 6系統の復帰変異体は
Δ1アレルに追加の in-del 変異が導入されており、その結果 Dma-ey遺伝子の読み枠が正
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常に戻っていることが分かった (図 3-8)。 
以上をまとめると、targeting plasmid をドナーDNA として利用して、TALEN による





表 3-3. 各種ドナーDNAを用いた場合の TALENによる HRノックイン効率 
Injected constructs Embryos Juveniles  Adults      
Donor DNA 
(homology arm) 





































図 3-6. HRノックインによる復帰変異体の表現型 
図中左から野生型、eyΔ877/Δ1系統、HR 復帰変異体の頭部側面の写真を示した。中
央の eyΔ877/Δ1系統は deformed eye 表現型を示しているが、右の HR 復帰変異体は、







図 3-7. PCRによる attPノックインの確認 
(左図) ゲノム PCRの模式図。Dma-ey遺伝子座の Δ1 アレルにおいて、attP ノック
インが起これば 240 bp の、無改変であれば 173 bpの PCR産物が得られるように
プライマーを設計した。(右図) HR 復帰変異体におけるゲノム PCR 産物のアガロ
ースゲル電気泳動結果。Mは DNAマーカーで、左側の数字はサイズ (bp) を表し
ている。左の模式図通り、eyΔ877/Δ1系統由来のゲノム PCR産物は 170 bp 付近に、




図 3-8. 追加の in-del 変異導入により得られた復帰変異体の遺伝子型 
attP の挿入でなく、単に in-del 変異が導入されて得られた復帰変異体  (RV: 
revertant) の、TALEN 標的部位周辺のゲノム配列を示している。図中上から野生
型、eyΔ877/Δ1系統、代表的な 5 系統の復帰変異体の DNA 配列を示した。各 DNA
配列中または図右側の数字において、追加で挿入された in-del 変異は青で、もと
もと eyΔ877/Δ1系統が持っていた 1 bp 欠損は赤でハイライトされている。図右側の





3-3-5. TALEN mRNA と ssODNの共注入 
 
前項で targeting plasmid を利用した HR ノックインがミジンコでも可能なことが示さ
れた。次に、TALEN による HR ノックインアプローチにおいて、ミジンコでも ssODN
がドナーDNAとして機能するかを調べた。まず TALEN mRNAと短い ssODN (107 mer) 
を eyΔ877/Δ1系統の胚に共注入したところ、147 個の胚にインジェクション成功し、その
うち 88 匹が成体となった (生存率 60%, 表 3-3)。各 G0 個体から得られた G1 仔虫をそ
れぞれ実体顕微鏡下で観察したところ、88 匹中 7匹の G0が normal eyeをもつ G1 復帰
変異体を産仔した (表 3-3)。しかしながら、3-3-4と同様にして 7系統の復帰変異体の Δ1
アレルにおけるゲノム配列を確認したところ、読み枠を正常に戻すように in-del 変異が
導入されているだけで、attP配列は挿入されていなかった (図 3-8)。 
短い ssODNでは HRノックインを達成できなかったため、次に長い ssODN (147 mer) 
を利用して HR ノックインが引き起こせるか調べた。TALEN mRNA と長い ssODN を
ey
Δ877/Δ1系統の胚に共注入したところ、98 個の胚にインジェクション成功し、そのうち
52 匹が成体となった (生存率 53%, 表 3-3)。各 G0 個体から得られた G1 仔虫をそれぞ
れ実体顕微鏡下で観察したところ、52 匹中 8匹の G0 が normal eye をもつ G1 復帰変異
体を産仔した (表 3-3)。この 8 系統の復帰変異体のうち、1 系統のゲノムにおいてΔ1
アレルに attP を含む 67 bp のインサートが期待通りに挿入されていた (表 3-3, 図 3-7, 
“attP-knocked-in 3”)。 
以上の結果をまとめると、ssODN (147 mer) をドナーDNAとして利用して、TALEN
による HRノックインを引き起こすことができた。合計 52匹の G0 個体から 1匹のファ





3-3-6. CRISPR-Cas による lig4 遺伝子欠損変異体の樹立 
 
先行研究において、NHEJ 修復経路に関与する lig4 や Ku70 といった遺伝子を破壊す
ることで、高効率な HRノックインを達成した例が報告されている [58, 66-69]。そこで
本項では、TALENによる HRノックイン効率の向上を図るため、eyΔ877/Δ1系統において
lig4 遺伝子の破壊を試みた。ミジンコのゲノムデータベースを調べたところ、lig4 遺伝
子オルソログ Dma-lig4 が確認され、8 つのエクソンから成ると予想された (図 3-9)。
Dma-LIG4 タンパク質は 727 アミノ酸から成ると予想された。ヒト、ハエ (Drosophila 




Dma-LIG4 タンパク質でも保存されていることが示唆された (図 3-10)。さらに、アデニ
ル化ドメイン中に存在する活性中心のリジン残基 (175 番目のアミノ酸) も確認された 
(図 3-10, [76-78])。in silicoで発見した Dma-lig4 遺伝子が当研究室のミジンコで発現して
いるか確認するために、アデニル化ドメイン周辺にプライマーを設計し、RT-PCR を行




つの gRNAをアデニル化ドメイン周辺に設計した (図 3-9)。第 2 章と同様に、in vitro で











まず 18 系統をランダムに選択し、gRNA 標的部位周辺のゲノム配列を調べた。ゲノム
PCR産物のサイズを PAGEにより確認したところ、18系統のうち 5 系統の gRNA #2 標
的周辺に様々な in-del 変異が導入されたことが示唆された (図 3-12)。このうち#14系統
由来の PCR 産物からは野生型のバンドが検出されなかったため、この系統が Dma-lig4
のホモ変異体である可能性が高いと考えた。そこで、この系統の Dma-lig4 両アレルに
機能欠損変異が導入されたか確かめるために、ゲノム PCR 産物の配列を同定した。そ
の結果、両アレルの gRNA #2 標的部位に premature stop コドンが導入されていることが
確認された (図 3-13)。また、この系統は gRNA #1 標的部位には in-del 変異をもってい







図 3-9. Dma-lig4 遺伝子のエクソン/イントロン構造 
ミジンコゲノムデータベースより予想された、Dma-lig4 遺伝子座の模式図。








Dmagna_LIG4    1 ------------------------------------------------------------ 
human__LIG4    1 MAASQTSQTVASHVPFADLCSTLERIQKSKGRAEKIRHFREFLDSWRKFHDALHKNH--- 
Dmelan_LIG4    1 -----MSVDIASTIKFRDICSLFEKIKATQKVANKEEVLKSYYESFCRHRESFRRQTGLN 
yeast__DNL4    1 --MISALDSIPEPQNFAPSPDFKWLCEELFVKIHEVQINGTAGTGKSRSFKYYEIISNFV 
 
 
Dmagna_LIG4    1 ----------------------------------MVYNFYVYAF-------------MFR 
human__LIG4   58 ----KDVTDSFYPAMRLILPQLERERMAYGIKETMLAKLYIELLNLPRDGKDALKLLNYR 
Dmelan_LIG4   56 NDQPEDGASSFYSVLRLLLPGADTGRDTYGLQITALGRLYIRVLQLPTDSSD-----AIR 
yeast__DNL4   59 EMWRKTVGNNIYPALVLALP--YRDRRIYNIKDYVLIRTICSYLKLPKNSATEQRLKDWK 
 
                                <----------------DNA_ligase N terminus domain----- 
Dmagna_LIG4   14 VPKTTQTLAKDFADICYNILRTRCSSDVSSLSVSEINQYLENLSKTYMSKKLENT----E 
human__LIG4  114 TPTGTHGDAGDFAMIAYFVLKPRCLQKGS-LTIQQVNDLLDSIASNNSAKRKDLI----K 
Dmelan_LIG4  111 LQHRNGNMYRDYGDVVYSVLKPRCFNPPSNLRLKEIHQMLDTIAN----EDTEVK----Q 




                    -----------------------------------------> 
Dmagna_LIG4   70 KLLQPLLMKLPALEQKWLIRIILRDVKLTGLSDKIVLSAYHPDAKELYDVSNDLEKVCIT 
human__LIG4  169 KSLLQLITQSSALEQKWLIRMIIKDLKLG-VSQQTIFSVFHNDAAELHNVTTDLEKVCRQ 
Dmelan_LIG4  163 QQLIRFTEQASPEEQKWLIRLLLKSLGLG-IGEQKIFGVLHPKAQDIYQRCSDLGHVCNL 
yeast__DNL4  175 KPFLHCVENMSFVELKYFFDIVLKNRVIG-GQEHKLLNCWHPDAQDYLSVISDLKVVTSK 
 
                               <-------------------------------------------------- 
Dmagna_LIG4  130 LLNPLSRSSE----------------IEISLFNPFRPMLADRLEMS-KIFAKMGNKPFYV 
human__LIG4  228 LHDPSVGLSD----------------ISITLFSAFKPMLAAIADIE-HIEKDMKHQSFYI 
Dmelan_LIG4  222 LADRTTDLDASSSKDSKAAVKFVNLNSVIRPFHQIRPMLCERFPG--DIQELMQSDVLYL 
yeast__DNL4  234 LYDPKVRLKDD--------------DLSIKVGFAFAPQLAKKVNLSYEKICRTLHDDFLV 
 
                    ---------------------------Adenylation domain--------------- 
Dmagna_LIG4  173 ETKIDGERMQIHKS--GKRYGYYSRRGFDYTSNFGTNSSSGNLSPRLEECFRETVTSCII 
human__LIG4  271 ETKLDGERMQMHKD--GDVYKYFSRNGYNYTDQFGASPTEGSLTPFIHNAFKADIQICIL 
Dmelan_LIG4  280 ETKMDGERFQLHID--RGRFMYISRNGVDYTRNFGHSYDHGTLTPKLRGLLPLGLESIIL 
yeast__DNL4  280 EEKMDGERIQVHYMNYGESIKFFSRRGIDYTYLYGASLSSGTISQHLR--FTDSVKECVL 
 
                    ------------------------------------------------------------ 
Dmagna_LIG4  231 DGEM-------------------------------------------------------- 
human__LIG4  329 DGEMMAYNPNTQTFMQK------GTKFDIKRMVEDSDLQTCYCVFDVLMVNNKKLGHETL 
Dmelan_LIG4  338 DGEMMVWDTNKLRFREK------GENTDVKSLKPEGSWQPCFVVYDLLYFNGQSLLDHTY 
yeast__DNL4  338 DGEMVTFDAKRRVILPFGLVKGSAKEALSFNSINNVDFHPLYMVFDLLYLNGTSLTPLPL 
 
                    ------------------------------------------------------------ 
Dmagna_LIG4  235 -ERLKLLESAVKIKESVIQFPNRKLVTTKMEVTNLLNDAIDQREEGIVLKNPDSIYKPNE 
human__LIG4  383 RKRYEILSSIFTPIPGRIEIVQKTQAHTKNEVIDALNEAIDKREEGIMVKQPLSIYKPDK 
Dmelan_LIG4  392 IQRAYKLQKLIVEQSGVLQLMRARKIGSVQEFNELFQQALDSHAEGIVLKKQGSRYQPGV 
yeast__DNL4  398 HQRKQYLNSILSPLKNIVEIVRSSRCYGVESIKKSLEVAISLGSEGVVLKYYNSSYNVAS 
 
                    ------->                             <--------------------------- 
Dmagna_LIG4  294 RKG-GWFK------------------------GRRRNLIAMFLVGVAV------------ 
human__LIG4  443 RGE-GWLKIKPEYVSGLMDELDILIVGGYWGKGSRGGMMSHFLCAVAE------------ 
Dmelan_LIG4  452 RLGGGWYKDKADYIKGLITEFDVLIIG--AFYNRKRTFVDSFLLGVLQ------------ 




                    -----------Oligonucleotide binding fold domain-------------- 
Dmagna_LIG4  317 --------PSLEKEKEQLEFYSFARVGSGFSDKQLRSLLEKLNPHWQKWDKNAPPPKIHC 
human__LIG4  490 --------KPPPGEK-PSVFHTLSRVGSGCTMKELYDLGLKLAKYWKPFHRKAPPSSILC 
Dmelan_LIG4  498 --------PAPPGSSNRPEVFSIGVVAN--NTKQRGVLNHTLKPHWHDVVNEPPPLWFHY 
yeast__DNL4  515 VDHSSQEKHIQNSRRRVKKILSFCSIANGISQEEFKEIDRKTRGHWKRTSEVAPPASILE 
 
                    ------------------------------------------------------------ 
Dmagna_LIG4  369 SREK----PDVWINPSSSAILEIKASEIISSNS----YKAGSTLRFPRVERVREDRAWYS 
human__LIG4  541 GTEK----PEVYIEPCNSVIVQIKAAEIVPSDM----YKTGCTLRFPRIEKIRDDKEWHE 
Dmelan_LIG4  548 KPKERSGCPDLWIEPQNSVILQVKAADLAPNGA----FFTRKSLHFPRTEMKRDDKTWSE 




Dmagna_LIG4  421 CMTFSEINEMRKMASGKLVTRHCSFQ-DDIPSGKR-IKTAS---VIAGVATPFQAADISD 
human__LIG4  593 CMTLDDLEQLRGKASGKLASKHLYIGGDDEPQEKK-RKAAPKMKKVIGIIEHLKAPNLTN 
Dmelan_LIG4  604 CMTLKEFNDLCGGPLAIKKLNKRQLRLEDVTTKRKQMRMTPSERSRLGLAVYEKRYDAST 
yeast__DNL4  632 CYTLNDLYESRTVKSNPSYQAERSQLGLIRKKRKR---------VLISDSFHQNRKQLPI 
 
                         <-----------------BRCT domain--------------------------- 
Dmagna_LIG4  476 VKRSS-NCFSDKEICVLNGSS-SFTKQELERSVVSAH--------------STFCIIAAK 
human__LIG4  652 VNKIS-NIFEDVEFCVMSGTD-SQPKPDLENRIAEFGGYIVQNPGP-----DTYCVIAGS 
Dmelan_LIG4  664 SASTS-KLFDGLSFCILSGSAGRHSKHQLQELAVKNGGCIVENPLPN---DPKCFCIAGD 
yeast__DNL4  683 SNIFAGLLFYVLSDYVTEDTGIRITRAELEKTIVEHGGKLIYNVILKRHSIGDVRLISCK 
 
                    ----------------------> 
Dmagna_LIG4  520 DDIRVKSLKARP--KWDIVCPAWLLRCLNLNRLIPFRPQDLLVVTQATKEILAQNFDRFG 
human__LIG4  705 ENIRVKNIILSN--KHDVVKPAWLLECFKTKSFVPWQPRFMIHMCPSTKEHFAREYDCYG 
Dmelan_LIG4  720 ETFLVKRLILQQPRTCDIVRMEWLLRVCQKQ-ELELKPRDLIAATEPLQQDLAECFDRHG 
yeast__DNL4  743 TTTECKALIDRG---YDILHPNWVLDCIAYKRLILIEPNYCFNVSQKMRAVAEKRVDCLG 
 
 
Dmagna_LIG4  578 NSLREATS-VEDVGPILQQVKDLENPVPLSVY-EIADLEYEIFGKLHKYGIFRTCIVYVD 
human__LIG4  763 DSYFIDTD-LNQLKEVFSGIKNSNEQTPEEMASLIADLEYRYSWDCSPLSMFRRHTVYLD 
Dmelan_LIG4  779 DSYTKDIANVEELQDLLQGIELTADNVAGITASNLNALEDQLLDGKKNLNMFRNLNAFFY 




                                                <------------BRCT domain------------- 
Dmagna_LIG4  636 VWETISDFNSLIISRELRIISLDLRIYGAQVLNHMDHSVTHVVCDPV---------AYPH 
human__LIG4  822 SYAVINDLSTKNEGTRLAIKALELRFHGAKVVSCLAEGVSHVIIG-----------EDHS 
Dmelan_LIG4  839 S-----------PHGDEVAKLLFLQNGGRIVDDSDPQLNLGFICMSS---------DIDN 
yeast__DNL4  850 R---------RKISTEDDIIEMKIKLFGGKITDQQSLCNLIIIPYTDPILRKDCMNEVHE 
 
                    ---------------------------> 
Dmagna_LIG4  687 RASMWKSINRQQEVKFKLVRPEWIAHSITQGNLLDEIIYCP--- 
human__LIG4  871 RVADFKAFRRTFKRKFKILKESWVTDSIDKCELQEENQYLI--- 
Dmelan_LIG4  879 DHFEHWLHNHSKLTTDKVLNSAWIHQCHREGILLPMHSFV---- 
yeast__DNL4  901 KIKEQIKASDTIPKIARVVAPEWVDHSINENCQVPEEDFPVVNY 
図 3-10. ヒト、ハエ、酵母由来の LIG4 と Dma-LIG4 のアミノ酸配列比較 
NCBI データベースよりヒト human LIG4 (Accession: NP002303)、キイロショウジ
ョウバエ Drosophila melanogaster LIG4 (NP572907)、酵母 Saccharomyces cerevisiae 




はヒト、ハエ、酵母のLIG4タンパク質と高い相同性を示した (それぞれ30, 27, 22% 
identity)。予想される活性中心のリジン残基 (175 番目) も保存されており、赤色
でハイライトした。LIG4タンパク質がもつ 4つの機能ドメイン (DNA ligase N 
terminus domain (Accession: pfam04675), adenylation domain (cd07903), 
oligonucleotide binding fold domain (cd07968), and BRCT domain 







図 3-11. Dma-lig4 遺伝子に対する RT-PCR結果 
Actin、Dma-lig4 遺伝子からそれぞれ増幅した RT-PCR 産物とゲノム PCR産物のア
ガロースゲル電気泳動結果。M: DNAマーカー。上から 1.5 kb, 1.2 kb, 1 kb, 0.9 
kb…0.1 kb のサイズを示している。G: ゲノム PCR産物 (陽性対照)、RT+: 逆転写





図 3-12. Dma-lig4変異体の候補 18系統のジェノタイピング 
Dma-lig4変異体候補18系統のゲノムDNAを用いて、gRNA #2標的部位周辺をPCR
増幅し、Native-PAGE で PCR 産物のサイズを確認した。レーン上部の数字は、各
系統を区別するために便宜上付与した番号である。M は DNA マーカーを示して
いる。オリジナルの PCR産物サイズは 145 bp であり、図中では矢印によりその位







図 3-13. Dma-lig4ホモ変異体の遺伝子型 
Dma-lig4 遺伝子座における、gRNA #2 標的部位周辺のゲノム配列とコードしてい
るアミノ酸配列を示した。上段に野生型の配列を、中央と下段に Dma-lig4ホモ変
異体 (図 3-12, “#14”) の配列を示した。変異体のゲノムに導入された in-del 変異の
配列は小文字で、in-del 変異の大きさ (bp) は右側に数字で表されている。変異体





3-3-7. TALENによる HRノックイン技術の Dma-lig4変異体への応用 
 
Dma-lig4 変異体において NHEJ 修復の活性が抑制されているか確かめるために、オリ
ジナルの eyΔ877/Δ1系統と Δlig4-eyΔ877/Δ1系統それぞれにおける生殖細胞への in-del 変異導
入効率を比較した。まず、TALEN mRNA と targeting plasmid を 3-3-6 で樹立した
Δlig4-eyΔ877/Δ1系統の胚に顕微注入したところ、61個の胚にインジェクション成功し、46
匹の成体が得られた (表 3-4)。46 系統の G1 仔虫のうち何系統のゲノムに in-del 変異が
導入されたか調べるため、24系統をランダムに選択して TALEN標的部位周辺のゲノム
配列を確認した。結果として、24 系統中 3 系統の G1 仔虫が TALEN 標的部位に in-del
変異を持っていた (図 3-14, 効率 13%)。オリジナルの eyΔ877/Δ1系統についても同様の解
析を行なうため、3-3-4で TALEN mRNAと targeting plasmidを顕微注入して得られた 101
系統の G1 仔虫からランダムに 24 系統を選択し、TALEN 標的部位に in-del 変異をもつ
か調べた。その結果、24系統中 11系統のゲノムに in-del変異が導入されていた (図 3-15, 
効率 46%)。よって、Δlig4-eyΔ877/Δ1系統においては in-del 変異の導入効率が抑制されてい
ることが示唆された。これは、Δlig4-eyΔ877/Δ1系統で期待通りに NHEJ 修復活性が低下し
ているためだと考えられる。 
次に、Δlig4-eyΔ877/Δ1系統において TALEN による HR ノックイン効率が向上するか調
べるために、上記のインジェクションの結果得られた 46 系統の G1 仔虫の中に attP 挿
入個体がいるか確認した。各 G1 仔虫の複眼の形態を実体顕微鏡下で確認したところ、






れた。正常な Dma-lig4 遺伝子をもつオリジナルの eyΔ877/Δ1系統における HRノックイン
効率が約 2%であることを鑑みると、Dma-lig4遺伝子のノックアウトはミジンコではHR
効率を向上させないと考えられる。以上の結果をまとめると、3-3-6で樹立した Dma-lig4
変異体では NHEJ 修復活性が低下していたものの、HR ノックインの効率の向上にはつ
ながらなかった。 
 
表 3-4. Δlig4-eyΔ877/Δ1系統における HRノックインの効率 
Injected constructs Embryos Juveniles  Adults      
Donor DNA 
(homology arm) 



















図 3-14. Δlig4-eyΔ877/Δ1系統における in-del 変異導入効率の解析 
Δlig4-eyΔ877/Δ1 系統の生殖細胞における in-del 変異の導入効率を評価するために、
TALEN mRNAと targeting plasmid をインジェクションした個体の G1を 24系統ラ
ンダムに選出し、TALEN標的部位に in-del変異をもつかゲノムPCRとNative-PAGE
により調べた。レーン上部の数字は、各系統を区別するために便宜上付与した番
号である。M は DNAマーカーを示している。オリジナルの PCR 産物サイズは 173 
bp であり、図中では矢印でその位置を示した。異なる移動度を示すバンドは
TALEN 標的部位に in-del 変異が導入されたことを示唆している。系統番号上のア







図 3-15. eyΔ877/Δ1系統における in-del 変異導入効率の解析 
オリジナルの eyΔ877/Δ1系統の生殖細胞における in-del変異の導入効率を評価するた
めに、TALEN mRNAと targeting plasmid をインジェクションした個体の G1を 24
系統ランダムに選出し、TALEN 標的部位に in-del 変異をもつかゲノム PCR と
Native-PAGE により調べた。レーン上部の数字は、各系統を区別するために便宜
上付与した番号である。Mは DNAマーカーを示している。オリジナルの PCR産
物サイズは 173 bp であり、図中では矢印でその位置を示した。異なる移動度を示
すバンドは TALEN 標的部位に in-del 変異が導入されたことを示唆している。系統






そのために、第 2 章で得られた deformed eye 表現型を示す eyΔ877/Δ1変異体をホストとし
て利用し、HRノックインが起これば normal eye の復帰変異体が得られるように実験系









配列 (ファージインテグラーゼ phiC31の標的配列) を選択した。ミジンコゲノムに挿入
された attP 断片は少なくとも 10 世代以上安定的に継代されていることも確認できた。




は例えば loxP 配列の導入により floxed アレルを作出する、内在性遺伝子に HA や His
などのエピトープタグ配列を融合させるなどの応用が可能である。したがって、TALEN
を用いた HR ノックイン技術は、コンディショナルノックアウトや染色体免疫沈降 
(ChIP) など、発展的な分子生物学的手法をミジンコでも可能にすると考えられる。 
本章では HRノックインを達成するために TALENに着目したが、CRISPR-Cas を用い
ても同様のアプローチが可能であると考えられる。CRISPR-Cas の活性は gRNAの配列
に依存することが知られているため [81-82]、CRISPR-Cas を用いた HRノックインを達
成するためには、高活性な gRNAをスクリーニングすることが重要になると考えられる。
実際に、High-Resolution Melt Analysis (HRMA) アッセイを利用して高活性な gRNAを選






ために、本研究では eyΔ877/Δ1変異体がもつ Dma-ey Δ1アレルのみを標的とした。このと




様々な動植物種において、NHEJ 修復に関与する lig4 や Ku70 などの機能を阻害する
ことで、より効率的な HR ノックインを達成した研究例が報告されている [58, 66-69]。
しかしながら、本章で樹立された Dma-lig4 変異体ミジンコは NHEJ 活性の低下を示し
たものの、HR ノックインの効率は向上しなかった。シロイヌナズナの研究例で、lig4
変異体よりも Ku70 変異体の方がより高い HR 効率を示すことが報告されている [67]。
そのため、ミジンコでも同様に Ku70 遺伝子の変異体を利用することで、高効率な HR
ノックインを達成できるかもしれない。 
本章の実験により、標的遺伝子座に外来 DNA配列を導入する技術をミジンコで初め











第 3 章で、TALEN による相同組換え (HR) を利用した外来遺伝子導入技術をミジン
コで確立した。これまで、ミジンコでは plasmid DNA のランダム挿入法でしか外来遺伝
子をゲノムに組み込むことができなかったが、ランダム挿入法には (1) 低効率である
(1%以下)、(2) ゲノム挿入時に目的の遺伝子が欠損する可能性がある、(3) 挿入遺伝子




難であった。第 3 章では、モデル実験として 67 bp の外来 DNA配列をミジンコゲノム





NHEJ は細胞が持つ DNA修復機構の一種で、切断された DNA断片の末端同士を相同性
に関係なく結合させる。近年、標的特異的ヌクレアーゼと NHEJ 修復機構を活用した外
来遺伝子導入法 (NHEJ ノックイン) がゼブラフィッシュや培養細胞で報告されている 




間で NHEJ 機構により結合されることで、ドナーDNA 全体が標的遺伝子座に組み込ま
れる。このとき、ゲノム DNAとドナーDNA間の境界 (ジャンクション) 部分にはラン
ダムな in-del 変異が導入されることがある。NHEJ ノックイン技術がミジンコにも応用
できれば、高効率で長鎖外来遺伝子をゲノムに組み込むことが可能になる。そこで本章
では、標的特異的ヌクレアーゼとして TALEN を選択し、ミジンコでの TALEN による
NHEJ ノックイン技術の確立を目指した。 
本章では、TALEN による NHEJ ノックイン技術をミジンコに応用することで、ゲノ
ムに挿入したい遺伝子を含むドナープラスミド全体を標的遺伝子座に組み込むことを
試みた。モデル実験として、幼若ホルモン (JH: Juvenile Hormone) 依存的に GFP発現を
促すレポーターカセットを構築し、ドナープラスミドに組み込んだ。また、我々の先行




体は得られなかったが、TALEN mRNAと共注入することで、約 3%の効率で GFP発現
トランスジェニック個体を樹立することに成功した。得られた 3 系統のトランスジェニ
ックのうち、2 系統は TALEN 標的遺伝子座にドナープラスミドが組み込まれていた。






図 4-1. 標的特異的ヌクレアーゼを利用した NHEJノックインの概要 
ゲノム上のターゲットに、標的特異的ヌクレアーゼにより二本鎖切断 (DSB) を導
入する。このとき、ヌクレアーゼ標的配列を含んだドナーDNAを細胞に供給して

















TALEN 発現ベクターは、第 3 章で構築した pCS-Dmavas-ey-KI-TALEN-left-ELD、
pCS-Dmavas-ey-KI-TALEN-right-KKR (便宜上 ey1 TALENとよぶ) と、先行研究で構築し
た pCS-Dmavas-ey-TALEN-left-ELD、 pCS-Dmavas-ey-TALEN-right-KKR (便宜上 ey2 
TALEN と よ ぶ ) を 使 用 し た  [30] 。 ey1 TALEN の 認 識 配 列 は (left) 
5´-CCGGCGAGAATTCTCGGTCG-3´, (right) 5´-CGTCCGAAGGTGTTGTTGT -3´で、スペ
ーサー部分の長さは 18 bp である。 ey2 TALEN の認識配列は (left) 5´- 
GTTGTTCTGGTCCACGCC-3´, (right) 5´- GGCGTCGTGAGGAGA -3´で、スペーサー部分




Kayukawa et al., (2012) で提案された 5´-CTCCACGTG-3´を JHREコア配列として [87]、
4 回繰り返しの JHRE を含むオリゴ DNA を外注した (配列は表 4-A)。4x JHRE を
H2B-GFP レポーター遺伝子上流に組み込むために、先行研究で作製した 4x 
EcRE-H2B-GFP-EF1a-DsRed2 プラスミドの 4x EcRE配列を除く部分を PCR増幅した。
得られた PCR産物をMinElute PCR Purification kit (QIAGEN) を用いて精製した。次に、
アニーリングした 4x JHRE 二本鎖オリゴ DNAとベクターバックボーンを in-fusion kit 
(Clontech) によりクローニングした (4x JHRE-H2B-GFP-EF1a-DsRed2)。さらに、このベ
クターから EF1a-DsRed2 断片を除くために、バックボーンを含む 4x JHRE-H2B-GFP部
分を PCR増幅した。得られた PCR産物を MinElute PCR Purification kit (QIAGEN) を用
いて精製した。得られた PCR産物を in-fusion kit (Clontech) によりクローニングし、4x 
JHRE-H2B-GFPプラスミドを得た。 
次に、4x JHRE-H2B-GFPに ey1, ey2 TALEN標的配列を挿入するため、野生型ミジン
コゲノムから対象となる領域を PCR増幅した。また、4x JHRE-H2B-GFPのベクターバ
ックボーン、および 4x JHRE-H2B-GFPをコードする領域をそれぞれ別々に PCR増幅し
た。得られた PCR産物を得られた PCR産物をMinElute PCR Purification kit (QIAGEN) を
用いて精製後、in-fusion kit (Clontech) によりクローニングし、ey2-4x JHRE-H2B-GFP-ey1
プラスミド (=ドナープラスミド) を得た。 
 








第 2、第 3 章と同様の手法で行なった。 
 







2 週齢以上の GFP 発現トランスジェニックミジンコ (TG1, TG3) を 10 匹ずつ 2 mL
チューブに移し、混入した飼育水をできるだけ取り除いたのち、液体窒素で急速凍結し
た。これらのチューブに1.0 のジルコニアビーズを添加し、Micro Smash (MS-100, 
TOMY) により 3,000 rpm, 30 秒振動を 3 セット繰り返して個体を破砕した。765 μLの
1.18x Lysis Buffer (59 mM Tris-HCl (pH 7.5), 23.6 mM EDTA (pH 8.0), 1.18 M NaCl, 1.18% 
SDS)、135 μL の Proteinase K (10 mg/mL) を加え、50 °C の気相インキュベーター 










genome DNA (total 2 µg) x µL 
10x NEB Buffer 3.1 5 µL 
NcoI (50 U/μL, New England Biolabs) 0.4 µL 
miliQ water to 50 µL 
 
(サーマルサイクラー設定) 
37 °C 24 hour 
80 °C 20 min 





ノム DNAをペレット化し、25 μLの TEに溶解させた。 
次に、リニアライズされたゲノム DNAを環状化するために、T4 ligase (TOYOBO) を
用いて以下の反応溶液を調製し、4 °Cで 24時間インキュベートした。 
 
(反応溶液) 
digested genome DNA 10 µL 
10x T4 ligase buffer 40 µL 
10mM rATP 40 µL 
T4 ligase (4 U/µL) 0.5 µL 
miliQ water to 400 µL 
 
インキュベート後、エタノール沈殿により環状化したゲノム DNAをペレット化し、150 
μLの miliQ water に溶解させた。 
次に、PrimeSTAR GXL DNA polymerase (TaKaRa) を用いて、以下の組成の反応溶液
を調製後、PCR Thermal Cycler Dice Gradient TP-600 (TaKaRa) で PCR反応を行なった。 
(サーマルサイクラー設定) に示した通り、アニーリング温度を 55, 59, 63, 68 °Cの 4点
に設定して Gradient PCRを行なった。 
 
(反応溶液) 
5x PrimeSTAR buffer 10 µL 
2.5 mM dNTPs mix 4 µL 
5 µM forward primer 4 µL 
5 µM reverse primer 4 µL 
1.25 U/µL PrimeSTAR GXL polymerase 1 µL 
self-ligated genome DNA 5 µL 
miliQ water to 50 µL  
 
(サーマルサイクラー設定) 
 98 °C 5 min 
x30 cycles 
98 °C 10 sec 
55-68 °C 15 sec 
68 °C 10 min 
 68 °C 7 min 





次に、得られた PCR産物を MinElute PCR Purification kit (QIAGEN) を用いて精製した。
精製された PCR 産物は pBlunt II-TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニングした。ク
ローンした PCR 産物の配列は、Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequncing kit (Applied 
Biosystems) を利用した Sanger Sequencingにより同定した。使用したプライマーの配列
は表 4-Aにまとめた。 
 








死亡する前のGFP発現トランスジェニックミジンコ (TG2) を 2 mLチューブに移し、
混入した飼育水をできるだけ取り除いたのち、液体窒素で急速凍結した。これらのチュ
ーブに1.0のジルコニアビーズを添加し、Micro Smash (MS-100, TOMY) により 3,000 
rpm, 30 秒振動を 3セット繰り返して個体を破砕した。500 μLの 1x Lysis Buffer (50 mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1 M NaCl, 1% SDS)、7.5 μLの Proteinase K (10 
mg/mL)、1 µLの salmon sperm DNA (10 mg/mL) を加え、50 °Cの気相インキュベーター 
(MBR-022UP, タイテック) 中で振盪しながら一晩インキュベートした。フェノール/ク





PrimeSTAR GXL DNA polymerase (TaKaRa) を用いて、以下の組成の反応溶液を調製
後、PCR Thermal Cycler Dice Gradient TP-600 (TaKaRa) で PCR反応を行なった。 (サー
マルサイクラー設定) に示した通り、アニーリング温度を 55, 59, 63, 68 °Cの 4点に設定
して Gradient PCR を行なった。 
 
(反応溶液) 
5x PrimeSTAR buffer 5 µL 
2.5 mM dNTPs mix 2 µL 
5 µM forward primer 2 µL 
55 
 
5 µM reverse primer 2 µL 
1.25 U/µL PrimeSTAR GXL polymerase 0.5 µL 
genome DNA 1 µL 
miliQ water to 25 µL  
 
(サーマルサイクラー設定) 
 98 °C 5 min 
x30 cycles 
98 °C 10 sec 
55-68 °C 15 sec 
68 °C 5 min 
 68 °C 7 min 
 15 °C hold 
 
得られた PCR産物のサイズはアガロースゲル電気泳動により確認した。 
次に、得られた PCR産物を MinElute PCR Purification kit (QIAGEN) を用いて精製した。
精製された PCR 産物は pBlunt II-TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニングした。ク
ローンした PCR 産物の配列は、Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequncing kit (Applied 
Biosystems) を利用した Sanger Sequencingにより同定した。使用したプライマーの配列
は表 4-Aにまとめた。 
 
表 4-A. 第 4章で使用したオリゴ DNA配列 
A.  
  
Name Sequence (5'-3') Purpose 
4x_JHRE_F 
agtcctgcattgctccacgtgatctccacgtgta











IF-ey2-JHRE:GFP-fwd AATCCCCAGCAGCAGTGTTGGGAAGGGCGATCG Construction of 
ey2-JHRE::H2B-GFP-












GFP-F1 CGGCATGGACGAGCTGTACAAG inverse PCR 
(TG1.TG2) eGFP-realtime-rev GGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTC 
Dmey_homeo_rev2 GTTCCTTTGATCTTTGTTGTCG genomic PCR (TG2 
5'end) eGFP-5-rev AACTTCAGGGTCAGCTTGCC 
GFP-F1 CGGCATGGACGAGCTGTACAAG genomic PCR (TG2 
3'end) Dmey_homeo_rev5 CTGCTGCTGGGGATTGAC 







ある浅田は 4 つ繰り返しの幼若ホルモン応答配列 (JHRE: Juvenile Hormone Response 
Element) の下流にヒストン 2B 融合 GFP (H2B-GFP) 遺伝子をクローンしたレポーター
ベクター (図 4-2 左, “JHRE::GFP plasmid”) を構築した。JHは節足動物で広く確認され
るホルモンで、細胞内で転写因子 Methoprene-tolerant (Met)、コアクチベーターTaiman
と会合して JHRE 下流の遺伝子を転写活性化する [88]。先行研究から、JHRE配列は生
物間で保存されたコア配列が存在することが知られているため [87, 89]、本研究ではコ
ンセンサス (下線部) を含む 5´-CTCCACGTG -3´を JHREコア配列として使用した。ま
た、JHRE 下流の H2B-GFP 遺伝子は我々の以前の研究で使用したレポーターであり、
細胞核から GFP蛍光が確認できる [22]。以上から、構築した JHRE::GFP レポーターベ









匹が成体まで生存した (表 4-1, Asada, et al., unpublished data)。しかしながら、どの G0
親個体が産仔した G1 仔虫においても、GFP蛍光は観察されなかった。つまり、トラン
スジェニックミジンコを得ることはできなかった (効率<0.6%)。同様に、本博士論文著
者の中西が同 plasmid DNA を終濃度 50 ng/µLでインジェクションしても、トランスジ
ェニック系統は得られなかった (表 4-1)。以上の結果は、構築した JHRE::GFP plasmid
をランダム挿入法でゲノムに導入することは非常に困難であることを示唆している。そ





図 4-2. 本章で使用した plasmid DNAの構造 
(左) 幼若ホルモン応答配列 (JHRE) をプロモーターとして H2B-GFP 遺伝子を発
現させるトランスジーンを含む plasmid DNA。4-3-1 の実験で使用した。 
(右) 左と同じトランスジーンをもち、さらに eyeless-targeting TALEN (ey1 または
ey2) の標的配列を含む plasmid DNA。4-3-2 の実験で使用した。図中の要素は実際
のスケールを反映していない。 
 


























アスタリスク (*) で示された、plasmid DNA (62.5 ng/μL) のインジェクション実験






4-3-2. TALENによる NHEJノックインを利用したドナープラスミドのゲノムへの導入 
 
TALEN による NHEJ ノックインがミジンコで応用可能か調べるために、第 3 章で私
が構築した Dma-ey-targeting TALEN (ey1 TALEN)、および TALENによるノックアウト
実験時に卒業生の内藤らが構築した Dma-ey-targeting TALEN (ey2 TALEN) を使用する
ことにした (図 4-3)。また、NHEJ ノックインを実施するためには、目的遺伝子を含む
plasmid DNAは TALEN認識配列を保有している必要がある (図 4-1)。ey1, ey2 TALEN
認識配列を先述の JHRE::GFPベクターに挿入するために、ゲノムPCRでey1, ey2 TALEN
認識配列をそれぞれ増幅し、図 4-2右に示す位置にクローニングした (以下、ドナープ
ラスミドとよぶ)。ey1, ey2 TALEN認識配列を含む断片はそれぞれ 173 bp, 127 bpであり、
それぞれの中央付近に TALEN認識サイトが位置している。TALENによる NHEJ ノック
インがミジンコでも利用可能であれば、ドナープラスミド全体が Dma-ey遺伝子座に組
み込まれると期待された (図 4-3)。 
まず、ドナープラスミドがランダム挿入法によりゲノムに導入されるか調べた。終濃
度 50 ng/µLのドナープラスミドをミジンコ胚に顕微注入した結果、183個の胚にインジ




TALEN を利用した NHEJ ノックインがミジンコで引き起こせるか確かめるために、
in vitro で合成した ey1 TALEN mRNAをドナープラスミドとともにミジンコ胚に顕微注
入した。第 3章で得られた結果を踏まえて、ey1 TALEN mRNAの終濃度は 500 ng/µLと
した。48 個の胚にインジェクション成功し、38 匹の成体が得られた (表 4-3)。各 G0成
体が産仔する G1 仔虫を蛍光顕微鏡下で観察したところ、38匹中 1匹の G0 が GFP蛍光
を発する G1 トランスジェニック仔虫を産仔した (効率は約 2.6%, 表 4-3)。このトラン
スジェニック系統を便宜上 TG1と名付けた。JHの影響を受ける脂肪細胞や筋肉などの
組織から GFP蛍光が確認できるため、構築した JHRE::GFP コンストラクトが期待通り
に機能していると考えられた (図 4-4 ”TG1”)。Dma-ey 遺伝子座を標的としたが、TG1
は deformed eye の表現型を示さなかった。これは、ドナープラスミドが Dma-ey 遺伝子
座の一方のアレルにのみ挿入されたことを示唆している。 
次に、ey2 TALENを用いても同様にトランスジェニックが得られるか確認するために、
in vitro で合成した ey1 TALEN mRNAをドナープラスミドとともにミジンコ胚に顕微注




G0成体が産仔する G1仔虫を蛍光顕微鏡下で観察したところ、60匹中 2匹の G0が GFP
蛍光を発する G1 トランスジェニック仔虫を産仔した (効率は約 3.3%, 表 4-3)。これら
のトランスジェニック系統を便宜上 TG2、TG3 と名付けた。TG2は TG1と類似の GFP
蛍光発現パターンを示したが、TG3は他の TGより強いGFP蛍光を示した (図 4-4 ”TG2, 
TG3”)。また、TG2 は deformed eye の表現型を示し、産まれたあと数日で死亡する致死




のトランスジェニックを得ることはできなかった (少なくとも 0.9%以下の効率) が、
ey1または ey2 TALEN mRNA と共注入することで、約 3%の効率でトランスジェニック





図 4-3. NHEJ ノックインが成功した場合に想定されるゲノム構造 
上段のイラストは野生型ミジンコにおける Dma-ey 遺伝子座の部分的な構造を示
している。TALEN の標的部位は三角形で示されており、ey1, ey2 TALEN はそれぞ









図 4-4. 樹立された GFP発現トランスジェニック個体の表現型 
図中左から、野生型 (WT)、TG1、TG2、TG3 を蛍光顕微鏡下で観察した写真。






表 4-3. TALEN mRNAとドナープラスミドの共注入実験 



































顕微注入時、Donor plasmidの終濃度は 50 ng/μL、ey1 TALEN mRNAの終濃度は left, 











DNAを抽出してインバース PCRを行なった。その結果、TG1 からは約 4.5 kb と約 2.5 kb
の 2つのバンドが得られ、TG3 からは 5 kb 超のバンドが 1つ得られた (図 4-5)。これら
の PCR産物をクローニングし、DNAシーケンスにより配列を決定したところ、TG1 で
はドナープラスミドが 2コピータンデムに Dma-ey 遺伝子座に挿入されたことが分かっ
た (図 4-7上段)。さらに、トランスジーンとゲノム DNAのジャンクション部分、つま
り ey1 TALENで切断を受けた領域の DNA配列を詳細に調べたところ、5´、3´ジャンク
ションのどちらにも in-del 変異は導入されておらず、ドナープラスミドがシームレスに
挿入されたことが判明した (図 4-7上段)。一方で、TG3 では 1コピーのドナープラスミ
ドが本来の ey2 TALEN標的遺伝子座ではない abba (another B-box affiliate) 遺伝子座の
イントロンに挿入されていた (図 4-7下段)。さらに、トランスジーンとゲノム DNAの
ジャンクション部分の DNA配列を詳細に調べたところ、5´側ジャンクションには 12 bp
欠損および 8 bpの in-del変異が見られ、3´側ジャンクションには in-del 変異は確認され
なかった (図 4-7 下段)。以上の結果をまとめると、少なくとも TG1では TALENによる
NHEJ ノックインが期待通りに引き起こされ、ドナープラスミドが ey1 TALEN標的サイ




た。TG2 は産まれたあと数日で死亡してしまうためにインバース PCR を実施するのに
十分な量のゲノム DNAが回収できなかった。そのため、トランスジーンが ey2 TALEN
の標的である Dma-ey 遺伝子座に組み込まれたかどうかのみに着目した。トランスジー
ンが ey2 TALEN の標的サイトに組み込まれていれば、図 4-7 中段に青色、黒色矢印で
それぞれ示したプライマーセットを用いて PCR を行なうことで、トランスジーンの有
無を調べることができると考えた。ゲノム PCR の結果、図 4-6 に示す通り、5´側、3´
側ともにバンドが得られた。この結果は、トランスジーンが当初の期待通りに Dma-ey
遺伝子座に挿入されたことを示唆している。得られた PCR 産物をクローニングして配
列を確認したところ、3´側ジャンクションは ey2 TALENで標的とした Dma-ey遺伝子の
エクソン 10で、つなぎ目部分に 6 bp欠損および 8 bpの in-del 変異が見られた (図 4-7




際、ドナープラスミド上の ey1 標的サイト (173 bp) の配列相同性により、5´側でのみ
相同組換えが引き起こされたと考えられる。以上の結果をまとめると、TG2 でも TG1
と同様に TALEN による NHEJ ノックインが引き起こされ、ドナープラスミドが ey2 
TALEN標的サイト周辺に挿入されたと考えられる。 
以上の実験により、ミジンコでも TALENを利用した NHEJ ノックイン技術が利用可










図 4-5. TG1, TG3 におけるインバース PCR産物の電気泳動結果 
(左) TG1のゲノム DNAを用いたインバース PCRの結果。左のレーンから、アニ
ーリング温度を 55、59、63、68 °Cとして PCRを行ない、それぞれの温度におけ
る PCR産物が泳動されている。Mは DNAマーカーで、上から 6、5、4、3、2 kb
のサイズを示している。63 °Cのレーンで確認された 2 つのバンドをクローニング
して配列を確認した。 
(右) TG3のゲノム DNAを用いたインバース PCRの結果。Mは DNAマーカーで、







図 4-6. TG2 におけるゲノム PCR産物の電気泳動結果 
(左) TG2のゲノム DNAを用いて、トランスジーンとゲノム DNAの 5´側ジャンク
ションを調べた PCR の結果 (図 4-7 中央, 青色のプライマーセット)。M は DNA
マーカーで、上から 10、8、6、5 kb のサイズを示している。Mの右側 4 レーンは、
アニーリング温度を 55、59、63、68 °Cとして PCRを行ない、それぞれの温度に
おける PCR 産物が泳動されている。 
(右) TG2のゲノム DNAを用いて、トランスジーンとゲノム DNAの 3´側ジャンク
ションを調べた PCR の結果 (図 4-7 中央, 黒色のプライマーセット)。M は DNA











図 4-7. 得られたトランスジェニック系統のトランスジーン挿入遺伝子座 
(上) TG1 ゲノムにおけるトランスジーン挿入位置の模式図。ドナープラスミドが
2 コピータンデムに Dma-ey 遺伝子座へ挿入されていた。また、トランスジーンと
ゲノム DNAのジャンクション部分に in-del変異の導入は確認されなかった (図中
右上、左下の DNA配列)。 
(中央) TG2 ゲノムにおけるトランスジーン挿入位置の模式図。ドナープラスミド
がタンデムに Dma-ey 遺伝子座へ挿入されていた。トランスジーンとゲノム DNA
の 5´側ジャンクションは本来の標的である ey2 TALEN の認識サイトでなく ey1 
TALEN の認識サイトであり、in-del 変異は見られなかった (図中左下)。一方で、3´
側ジャンクションは本来の標的である ey2 TALEN の認識サイトで、(-6 bp, +8 bp) 
の in-del 変異が確認された (図中右上)。 
(下) TG3 ゲノムにおけるトランスジーン挿入位置の模式図。TG3 において、トラ
ンスジーンは本来の標的である Dma-ey 遺伝子座ではなく、無関係の abba 遺伝子
座に挿入されていた。トランスジーンとゲノム DNA の 5´側ジャンクションには 
(-12 bp, +8 bp) の in-del 変異が確認された (図中左下)。一方で、3´側ジャンクショ
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本章では、ミジンコにおける TALENを用いた NHEJ ノックイン技術の確立を行なっ
た。モデル実験として、JH依存的に GFPを発現するレポーターコンストラクトを含む
ドナープラスミド (約 4.5 kb) を構築し、Dma-ey targeting TALEN mRNA とともにミジ
ンコ胚に顕微注入した。ドナープラスミドだけをインジェクションしても GFP 発現ト
ランスジェニック個体は得られなかったが、TALEN mRNA と共注入した場合、約 3%
の効率でトランスジェニック個体を樹立することができた。得られた 3つのトランスジ
ェニック系統のうち、2 系統では TALEN の標的サイトにドナープラスミドが挿入され
ていた。つまり、TALENによる NHEJ ノックインは (1) 数 kbレベルの長鎖外来遺伝子
を、(2) 約 3%という高効率で、(3) 標的遺伝子座に導入することを可能にする技術であ













本章で作出された 3 つのトランスジェニック系統のうち、2 系統 (TG1, TG2) は
TALENの標的である Dma-ey遺伝子座にドナープラスミドが組み込まれていたが、残り
1 系統 (TG3) は本来の標的でない abba 遺伝子座にトランスジーンが挿入されていた。
この原因として、(1) TALEN の off-target 効果で abba 遺伝子座が切断された、(2) 細胞
中でリニアライズされたドナープラスミドがランダムにゲノムに組み込まれた、の 2点
が想定される。挿入位置のゲノム配列を詳しく調べたところ、ey2 TALENペアの標的配
列 (on-target) にある程度類似した配列 (putative off-target) が確認された (図 4-8)。この
putative off-targetは ey2 TALEN rightの認識配列は高い類似性を示す (15塩基中 5塩基が
























図 4-8. TG3 のトランスジーン挿入位置に見られた putative off-target 配列 
上段の DNA 配列は、Dma-ey 遺伝子座に存在する ey2 TALEN の本来の認識配列 
(on-target)。下段の DNA配列は、abba 遺伝子座に存在する ey2 TALEN の認識配列
に類似の DNA配列 (putative off-target) で、TG3 ゲノムにおけるトランスジーンと
ゲノム DNA のジャンクション部分に確認されたものである。on-target と putative 
off-target のミスマッチ塩基は赤文字でハイライトされており、TALEN right につい






第 5 章 総括 
 






第 2章では、ゲノム編集ツールのひとつである CRISPR-Cas を利用した標的遺伝子破
壊 (ノックアウト) がミジンコに応用可能か調べた。モデルターゲットとして複眼の形
態形成に必須の内在性遺伝子 eyeless オルソログ (Dma-ey) を選択した。in vitro で合成
した Cas9ヌクレアーゼをコードする mRNA並びに Dma-ey targeting gRNA をミジンコ
胚に共注入したところ、複眼が奇形の (deformed eye) ノックアウトミジンコを約 8%の
効率で樹立することができた。ノックアウト個体のゲノム配列を調べたところ、両アレ
ルの gRNA 標的部位周辺で塩基配列の挿入/欠失 (in-del) が引き起こされ、その結果読
み枠がずれてDma-ey遺伝子が機能を失っていた。さらに、gRNA標的配列 (on-target) と





表現型を示す eyΔ877/Δ1系統を利用した。Dma-ey 遺伝子座の 1 塩基欠損アレル (Δ1 アレ
ル) を標的として、67 bpの外来 DNA配列を 1塩基欠損部位に HRノックインで組み込
み、復帰変異体を得ることを目指した。そのために、in vitro で合成した TALEN mRNA
と外来 DNA配列を含むドナーDNAを胚に共注入したところ、約 2%の効率で期待通り
に外来 DNA配列が組み込まれ、正常な複眼をもつ復帰変異体を樹立できた。このとき、
ドナーDNAは plasmid DNA、ssODN (single strand oligo DNA) のどちらを用いても HR
ノックインを達成することができた。以上の結果から、TALEN を用いた HR ノックイ
ン技術をミジンコで確立することができた。 
第 4章では、TALENを用いた非相同末端結合による外来遺伝子導入 (NHEJ ノックイ
ン) がミジンコに応用可能か調べた。モデルインサートとして、幼若ホルモン依存的に
GFPを発現する JHRE::H2B-GFPレポーターカセットを plasmid DNA 上に構築した。ま
た、plasmid DNA 上には TALENの標的配列 (Dma-ey遺伝子の一部) も組み込んだ。こ
の plasmid DNAと Dma-ey targeting TALEN mRNA を胚に共注入したところ、約 3%の効
率で GFP 蛍光を発するトランスジェニック系統を樹立することができた。得られた 3
つのトランスジェニック系統のうち、2つでは期待通り plasmid DNA 全体が標的である
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Dma-ey 遺伝子座に導入されていた。以上の結果から、TALENを用いた NHEJ ノックイ
ン技術をミジンコで確立することができた。 
本研究までにミジンコで利用可能だった遺伝子操作技術と、本研究で確立された技術
を以下にまとめた (表 5-1)。 
これまで、標的遺伝子の機能を抑制したい場合には RNA 干渉法を用いていた [19]。
しかし、RNA 干渉法は完全な機能欠損を誘導できないうえ、効果が一過的であるとい
う欠点があった。第 2章で確立した CRISPR-Cas によるノックアウト技術はこれらの欠
点を克服するもので、標的遺伝子の機能を恒常的に欠損させることが可能になった。ま
た、当研究室の卒業生である内藤らによって TALENを利用したノックアウト技術も開








た TALEN による HR ノックイン技術は、標的遺伝子座に目的遺伝子のみを高効率で挿





表 5-1. ミジンコで利用可能な遺伝子操作技術 



































































dsx1 遺伝子に His タグなどを付与し、ChIP-seqなどを行なうことで、dsx1下流の遺伝子
が判明すると期待される。これは発生並びに進化生物学において重要な知見になると考
えられる。 
第 4章で確立した NHEJ ノックイン技術は、レポーター遺伝子をもつトランスジェニ
ックミジンコを作出するのに有用である。例えば、ミジンコが毒性化学物質に敏感に応
答するという特徴を活かし、毒性化学物質依存的に蛍光を発する生体センサーミジンコ
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